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論文内容の要　旨
【目　的】
糖尿病ラットにおける腸管の過形成は、糖、アミノ酸及びコレステロール吸収の増加と関連する
ことが報告されている。一方、腸管上皮の細胞増殖にはポリアミン合成が必要不可欠とされ、糖尿
病動物の腸管においてはこの生理活性物質産生の律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）活
性の増加が報告されている。また、insulinlikegrowthfactorI（IGF－I）は、小腸上皮の増殖に
関与する成長因子としての役割を演じているとされている。この作用機序に関しては、ODC活性
を増加させると同時に細胞増殖を促進させると報告されているものの、遺伝子転写調節の関与は明
らかとなっていない。さらに、糖尿病に認められるODC活性上昇の原因として高血糖状態の影響
を明らかにすることも重要な課題である。本研究は腸管上皮の増殖機構をポリアミン代謝の面より
検討することを目的に、モデル上皮細胞であるIEC－6細胞を用いてIGF－IによるODC活性化の作用
機序とこれに対するブドウ糖濃度による影響を観察した。
【方　法】
1．細胞
IEC－6細胞は5％牛胎児血清（FBS）を含むDulbecco’s modified Eagle’S培地（DMEM：ブドウ
糖濃度450mg／dl）にて継代培養し、90％confluentになった後、0．1％BSAを含むDMEMにて
24時間培養後実験に用いた。ただし、糖濃度の変化を伴う実験では、0．1％BSAを含むDMEM
（ブドウ糖濃度100mg／dl）にて24時間培養した細胞を用いた。浸透圧対照としては、マンニトー
ルを加えた細胞を用いた。なお、IEC－6細胞は11代から19代までの細胞を実験に用いた。
2．ODC活性の測定
ODC活性はRussellらの方法に準じた野口らの方法にて、10nMのL－［1－14C］オルニチンから
11C02の産生能をODC活性として測定し、活性は蛋白量にて補正して示した。
3．ODC mRNA発現の検討
各20〟gのtotalRNAを1％アガロースゲルで電気泳動し、ニトロセルロースフィルターに移
した。その後、［α－32P］dCTPで標識したODCまたはHuman glyceraldehyde－3，Phosphate
dehydrogenase（G3PDH）cDNAと反応させ、オートラジオグラフィーを行い、densitometry
にて解析した。ODC mRNA発現レベルはG3PDH mRNA発現レベルで補正して示した。
4．［1H］チミジンの取り込み実験
粁置終了前1時間に2FLCiの［3H］チミジンを加え、反応終了時、PBS、10％TCA、95％ェク
ノールで順次洗い、1N NaOHで溶解させ、1N HClで中和後放射能活性を測定した。
【l－　栗】
1．ODC遺伝子発現調節、ODC活性、［L’H］チミジン取り込みに対するIGF－Iの作用
100nMIGF－IはODCmRNA発現を反応開始2時間後に対照の6倍に、ODC活性を5時間後に
19倍に、［‘1H］チミジンの取り込みを8時間後に4倍にそれぞれ増加させた。遺伝子転写阻害剤
－132－
であるアクチノマイシンD（4〟M）はIGF－IによるODC活性増加を完全に抑制した。～方、ODC
阻害剤であるDFMO（5mM）をIGF－Iと同時に添加するとIGF－Iによる［3H］チミジン取り込み増
加は完全に抑制された。またこのDFMOによる抑制作用は、ポリアミンの一種とされている
putrescTine（10〟M）の添加によりはぼ完全に解除された。
2．ODC遺伝子発現調節、ODC活性、［3H］チミジン取り込みに対するブドウ糖濃度の影響
ODC mRNA発現は、IGF－I添加、無添加どちらにおいても明らかな糖濃度の影響を受けなかっ
た。しかし、ODC活性及び［3H］チミジンの取り込みは、ブドウ糖濃度依存性に増加する傾向を
認め、ブドウ糖100mg／dlに比し450mg／dlではIGF－I非存在下に両者ともに約3倍、IGF－I存在下
ではともに約2倍の有意な増加を示した。これに比し、浸透圧の影響を見るためのマンニトール
を加えた実験では有意な変化を示さなかった。
【考　案】
IGFTIは、IEC－6細胞において転写段階でODC mRNA量を増加させ、酵素活性を増加させるこ
とで細胞増殖を促した。また、培地中のブドウ糖濃度も、ODC蛋白の合成段階以降での活性化を
介して細胞の増殖を修飾しうることが明らかとなった。インスリン欠乏モデル動物で認められた腸
上皮の過形成の原因としては、インスリン作用の欠乏、増殖を促すホルモン作用の増強、あるいは
0　　高血糖による変化が考えられる。インスリン依存型糖尿病ではIGF＿Iが増加していることや、小腸
切除ラットにおいてIGF－Iの投与によって小腸上皮の増殖が報告されていることを考え合わせると、
本実験で認められたIGF－I作用は、インスリン作用欠乏の際に生理的にも重要な役割を演じる可能
性が高い。また、ブドウ糖は代謝され細胞のエネルギーおよび細胞自身の構成要素の材料ともなる
ことから、ブドウ糖はODCの蛋白発現に対する直接作用のみでなく増殖環境の必要条件として作
用することも考えられる。
【結　論】
IEC－6細胞においてIGF－IはODC遺伝子転写の段階で、培地中の高ブドウ糖濃度はODC蛋白の合
成段階以降での調節を通してODC活性を増加させ細胞増殖を促進させることが示された。これら
の現象は、糖尿病動物に見られる腸管上皮の過形成の機序の一部を説明するものと考えられた。
論文審査の結果の要旨
本研究は糖尿病動物に認められる腸管の過形成に関与する腸管上皮の増殖機構を検討することを
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これに対するグルコース濃度の影響を検討したものである。
IGF－Iは、ポリアミン生合成の律速酸素で細胞増殖に重要な役割を持つオルニチン脱炭酸酵素の
mRNA発現を6倍、活性を19倍に増加させ、同時に［3H］チミジンの取り込みも4倍に増加させ
た。チミジンの取り込みの増加はオルニチン脱炭酸酵素の阻害剤であるα一ジフルオロメチルオル
ニチンによって抑制され、さらにオルニチン脱炭酸酵素の活性増加は転写阻害剤であるアクチノマ
イシンDで抑制されたことから、IGF－Iの作用には遺伝子の発現を介するオルニチン脱炭酸酵素の
活性の増加が必要であることを明らかにしている。一方、培地中のグルコースの濃度を変化させる
と、オルニチン脱炭酸酵素の活性およびチミジンの取り込みは、グルコース濃度が450mg／dlまで
濃度依存性に増加する。しかし、オルニチン脱炭酸酵素のmRNAの発現はグルコースの濃度を高
くしても変化しなかった。これらのことから、高グルコース濃度は、オルこチン脱炭酸酵素の転写
後の過程での調節を介して、細胞増殖を促進するということを解明している。
上述の結果は、糖尿病動物における腸上皮過形成の一機構としてのIGF－Iと高血糖の役割の重要
性を示すものであり、今後消化管からの栄養素の吸収異常と上皮細胞の増殖・分化との関連を検討
するうえでも、この系は有用なモデルとなり得る。よって、博士（医学）の学位に値するものと認
める。
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